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特征的 RNAi 靶位点。以 HIV-1NL4-3 为靶序列选择设计了 153 个 siRNA，主要分
别靶向 gag、pol、vif、vpu 基因，在 pSUPER 质粒上构建了对应的 shRNA 表达
质粒。各 shRNA 表达质粒分别与 HIV-1 感染性克隆 pNL4-3 共转染 293FT 细胞，
通过检测细胞培养上清中 HIV-1 编码蛋白 p24 的活性，筛选出具有高抑制效率的
RNAi 靶序列。同时通过保守性分析、干扰素免疫反应的检测及进一步的对多亚
型病毒的抑制效率实验筛选获得 4个兼具高抑制率和高保守性特征的RNAi 靶位
点，分别为 pol1102 和 pol1026（靶向 pol 基因），vif37 和 vif9（靶向 vif 基因）。
将 RNAi 的靶序列插入到荧光素酶基因的 3’UTR 区，构建了一系列的报告质粒。
pSUPER-shRNA 分别与对应的报告质粒的共转染，pol1102、pol1026、vif37 和
vif9 仅仅抑制含有相应靶序列的报告基因的表达，证明了抑制效果的特异性。本
研究进一步选择 pol1102 和 vif37 靶点分别构建 shRNA 表达元件及通过化学方法
合成 siRNA验证其在细胞感染模型中的抗HIV-1的能力。MT-4是能够支持HIV-1
体外复制的T淋巴细胞系。本研究构建了携带靶向 pol1102和 vif37靶点的 shRNA
表达元件的重组慢病毒载体，转导 MT-4 细胞分别筛选获得了可稳定表达靶向















HIV-1 的感染和复制。本研究通过化学方法进一步合成了靶向 vif37 靶点的
siRNA，分别采用不修饰、甲氧基修饰、胆固醇修饰的合成方式，检测结果显示
3 种修饰方式合成的 siRNA 均能够有效抑制 HIV-1 的复制表达，其半数抑制剂量
（ED50）分别为 1nmol、1nmol、2nmol。 
本研究显示对稳定表达靶向 pol1102 和 vif37 靶点的 siRNA 的 MT-4 细胞株





同的成熟 miRNA，本研究探索采用以天然 miRNA 基因簇骨架构建多靶点 RNAi
元件。以天然簇状 miRNA（miR-17-92）为骨架，将其中的 miRNA 序列（miRNA17、
18、19a、20、和 19b-1）分别替换为 siP24、siPOL、siVIF1、siVIF2、siTAT 的
序列，得到可同时表达 5 个抗病毒 siRNA 的簇状 miRNA 结构 BHS。BHS 分别
与含靶点序列的荧光素酶报告质粒共转染，结果显示 5 个 siRNA 中只有 siTAT
较好的保持了抑制效果，并没有达到同时表达多个抗病毒 siRNA 的目的。本研
究还尝试将两个有效的抗病毒 miRNA 前体直接相连，构建 2 靶点 RNAi 表达结
构，但是两个靶点中只有一个较好的保持了抑制效果。 
分析了上述的实验结果并考虑到 HIV-1 的基因组中含有天然的 miRNA，本
研究重新设计了构建多靶点 RNAi 元件的策略，以源自 HIV-1 的反义 RNA 序列
作为连接序列，采用灵活的克隆构建方法，将多个抗病毒 miRNA 以不同的组合
和顺序连接起来，得到不同的人工簇状 miRNA 结构，用实验的方法从中选出有
多靶点 RNAi 效果的表达结构。通过以天然的 miRNA（miR-30a 或 miR-155）为
骨架构建靶向 HIV-1 的 pol1102、pol1026、pol1402、vif9 和 vif37 靶点的 miRNA
元件，采用与 HIV-1 感染性克隆共转染的方式检验获得有效的单个 miRNA 表达
结构。在获得有效的单个 miRNA 元件序列的下游添加一段 HIV-1 反义 RNA 构
成的连接序列，组成一个包含 miRNA 前体和连接序列的串联单元，并用共转染
荧光素酶报告基因的方式，选择具有抑制效果的单元进行后续的多靶点元件组合
实验。将获得的靶向 pol1402、pol1102 和 vif37 靶点的 miRNA 串联单元以不同















获得了一组具有良好 3 靶点抑制效果的簇状 miRNA 组合结构（tri-miRNA），其




的适用性，进一步在 tri-miRNA 的下游添加了两个 miRNA 串联单元，得到含有
5 个 miRNA 的簇状 miRNA 组合结构（quin-miRNA），其对应靶点依次为 pol1402、
vif37、pol1102、pol1217 和 pol1026。quin-miRNA 中有 4 个 miRNA 在荧光素酶
共转染实验中表现出明显的抑制效果，在细胞中的稳定表达没有检测到可见的副
作用，可以高效抑制病毒的复制。本研究探索建立了构建高效靶向 HIV-1 的多靶
点 RNAi 元件的构建策略，获得了一批高效的 RNAi 靶点和具有较好应用潜力的
多靶点 RNAi 元件，为进一步以 RNAi 技术为基础开展 HIV-1 治疗研究提供了重
要基础。 
 































Multiple anti-retroviral drugs that inhibit HIV-1 replication are available. Highly 
active anti-retroviral therapy (HAART) has greatly improved the prognosis of 
individuals infected with HIV-1,but it is often associated with toxicities,adverse 
interactions with other drugs and the emergence of viral resistance.Thus,there is a 
need for alternative therapeutic strategies to treat HIV-1 infection. 
RNA interfering is a post-transcriptional gene-silencing mechanism in which small 
double-stranded RNA (siRNA) trigger sequence-specific degradation of mRNA. 
Many groups have shown siRNAs targeted to HIV-1 genome can suppress HIV-1 
replication effectively. However, the therapeutic use of a single siRNA is limited by 
the rapidly emergence of escape virus, of which minor changes even one single-point 
mutation in the target sequence can overcome RNAi-mediated inhibition. To 
surmount escape-mutation of HIV-1, this study was to find out high effective and 
conserved siRNA target sequences and construct artificial miRNA cluster to 
simultaneously express multiple anti-viral siRNAs.  
153 RNAi target sequences in the gag,pol,vif and vpu gene of HIV-1NL4-3 were 
selected as screen candidates using the computer design tools. Then, plasmids to 
express shRNA which could be processed into siRNA were constructed and 
co-transfected with the HIV-1 infectious clone pNL4-3 to score for its ability to 
inhibit HIV-1 by detecting the activity of viral core protein, p24, in the cell culture 
supernanant. Subsequently, the highly effective RNAi targets were aligned with 625 
HIV-1 sequences including all HIV-1 subtype to choose the conserved siRNAs which 
would be co-transfected respectively with three different HIV-1 infectious clones. 
After analysis and detection, we obtained 4 highly effective and conserved siRNA 
target sequences (pol1102, pol1026, vif37 and vif9). 
With lentiviral vectors, shRNA-pol1102 and shRNA-vif37 encoding genes were 
transduced respectively into MT-4 cells in which HIV-1 could replication in vitro. 
After cloning, MT-4 cells stably expressing shRNA-pol1102 or shRNA-vif37 were 
chanlleged with HIV-1 and showed significant inhibition to virus replication. 
Furthermore, cholesterol-modified, 2’-O-Me-modified and unmodified siRNAs 
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